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(57) Abstract: The invention relates to a method for carrying out the parallel sequencing of at least two different nucleic acids 
contained in a nucleic acid mixture, whereby: (a) a surface is prepared which comprises islands of nucleic acids of the same type 
of tertiary nucleic acids; (b) opposite strands of the tertiary nucleic acids GTN are prepared; (c) the GTN are lengthened by one 
nucleotide, whereby the nucleotide, on the 2' -OH position or on the 3'-OH position, carries a protective group, which prevents 
an additional lengthening, and the nucleotide carries a molecular group, which enables the identification of the nucleotide; (d) the 
incorporated nucleotide is identified; (e) the protective group is removed and said molecular group of the incorporated nucleotide is 
removed or modified, and; (0 step (c) and the following steps are repeated until the desired sequence information has been obtained. 

(57) Zrosammenfassuog: Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur parallelen Sequenzierung von mindestens zwei verscrriedenen in 
einem Nuckleisauregemisch en thai ten Nukleinsauren, wobei (a) eine Oberflache bereitgestellt wird, aufweisend Inseln von Nukle- 
insfiuren jeweils gleicher Sorte, tertians Nukleinsauren; (b) Gegenstrfinge der tertiaren Nukleinsauren, GTN, bereitgestellt werden; 
(c) die GTN um ein Nukleond verffingert werden, wobei das Nukleotid an der 2 f -OH-Position oder an der S^H-Position eine 
Schutzgruppe tragt, die eine weitere Veriangerung verhindert, das Nukleotid eine Molektilgruppe tragt, die die Identifikation des 
Nukleouds ermd^icht; (d) das eingebaute Nukleotid identifiziert wird; (e) die Schuztgruppe entfernt wird und die zur Identifikation 
verwendete Molekfllgruppe des eingebauten Nukleotids entfemt oder verfindert wird, und (0 Schritt (c) und nachfolgende Schritte 
solange wiederholt werden, bis die gewilnschte Sequenzinformation erhalten word en ist 
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Verfahren zur parallelen Sequenzierung eines Nukleinsauregemisches 
5 an einer OberflMche 



Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Festphasen-gesttttzten parallelen Sequenzierung 
von mindestens zwei verschiedenen in einem Nukleins&uregemisch enthaltenen Nuklein- 
10 sSuren. 

Ein wichtiges Verfahren der biologischen Analytik ist die Sequenzanalyse von Nukleinsau- 
ren. Hier wird die genaue Basenfolge der interessierenden DNA- oder RNA-Molekttle be- 
stimmt. Die Kenntnis dieser Basenfolge erlaubt beispielsweise die Identifikation bestimm- 

15 ter Gene oder Transkripte, also der zu diesen Genen gehSrigen Boten-RNA-Molektile, die 
Aufdeckung von Mutationen bzw. Polymorphismen, oder auch die Identifikation von Or- 
ganisraen oder Viren, die sich anhand bestimmter NukleinsSuremolektile eindeutig erken- 
nen lassen. Oblicherweise wird die Sequenzierung von NukleinsSuren nach dem Kettenab- 
bruchverfahren durchgefUhrt (Sanger et al. (1977) PNAS 74, 5463-5467). Hierzu wird eine 

20 enzymatische ErgSnzung eines Einzelstrangs zum Doppelstrang vorgenommen, indem ein 
an besagten Einzelstrang hybridisierter "Primer", in der Regel ein synthetisches Oligonu- 
kleotid, mittels Zugabe von DNA-Polymerase und Nukleotidbausteinen verlSngert wird. 
Ein geringer Zusatz von Abbruch-Nukleotidbausteinen, welche nach ihrer Inkorporation in 
den wachsenden Strang keine weitere VerlMngerung mehr zulassen, fiihrt zur Akkumulati- 

25 on von Teilstrangen mit bekanntem, durch das jeweilige Abbruchnukleotid festgelegtem 
Ende. Das so erhaltene Gemisch unterschiedlich langer Strange wird mittels Gel- 
ektrophorese der GrOBe nach aufgetrennt. Aus den entstehenden Bandenmustern laflt sich 
die Nukleotidfolge des unbekannten Strangs ableiten. Ein grofler Nachteil des genannten 
Verfahrens besteht im erforderlichen instrumentellen Aufwand, der den erreichbaren 

30 Durchsatz an Reaktionen begrenzt. Ftir jede Sequenzierungsreaktion ist, den Einsatz von 
mit vier unterschiedlichen Fluorophoren markierten Abbruchnukleotiden vorausgesetzt, 
mindestens eine Spur auf einem Flachgel oder, beim Einsatz von Kapillarelektrophorese, 
mindestens eine Kapillare erforderlich. Der hierdurch entstehende Aufwand begrenzt auf 
den derzeit modernsten kommerziell erhaltlichen Sequenzierautomaten die Zahl an parallel 

35 prozessierbaren Sequenzierungen auf maximal 96. Ein weiterer Nachteil besteht in der 
Begrenzung der Leselfinge", also der Zahl der richtig identifizierbaren Basen pro Sequen- 
zierung, durch die Aufldsung des Gelsystems. Ein alternatives Verfahren zur Sequenzie- 
rung, die S equenzbes timmung fiber Massenspektrometrie, ist schneller und erlaubt daher 
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die Prozessierung von mehr Proben in der gleichen Zeit, ist andererseits aber auf verhalt- 
nismaBig kleine DNA-MolekUle (beispielsweise 40-50 Basen) beschrfinkt. Bei noch einer 
anderen Sequenzierungstechnik, Sequenzierung durch Hybridisierung (SBH, Sequencing 
By Hybridization; vgl. Drmanac et al., Science 260 (1993), 1649-1652), werden Basenfol- 

5 gen durch die spezifische Hybridisierung unbekannter Proben mit bekannten Oligonukleo- 
tiden identifizieit Besagte bekannte Oligonukleotide werden hierzu in einer komplexen 
Anordnung auf einem Trflger fixiert, eine Hybridisierung mit der markierten, zu sequenzie- 
renden Nukleinsfiure wird vorgenommen, und die hybridisierenden Oligonukleotide wer- 
den ermittelt. Aus der Information dartiber, welche Oligonukleotide mit der unbekannten 

10 Nukleinsfiure hybridisiert haben, und aus ihrer Sequenz lSBt sich dann die Sequenz der 
unbekannten Nukleinsaure ermitteln. Ein Nachteil des SBH-Verfahrens ist die Tatsache, 
dafl sich die optimalen Hybridisierungsbedingungen fiir Oligonukleotide nicht exakt vor- 
hersagen lassen und sich dementsprechend kein groBer Satz an Oligonukleotiden entwerfen 
laflt, die einerseits alle bei ihrer gegebenen LSnge mGglichen Sequenzvariationen enthalten 

15 und andererseits exakt die gleichen Hybridisierungsbedingungen benfltigen. Somit kommt 
es durch unspezifische Hybridisierung zu Fehlern in der Sequenz-Bestimmung. AuBerdem 
kann das SBH-Verfahren nicht fiir repetitive Regionen zu sequenzierender Nukleinsauren 
eingesetzt werden. 

> 

20 Neben der Analyse der Expressionsstfirke bekannter Gene, wie sie durch Dot Blot- 
Hybridisierung, Northem-Hybridisierung und quantitative PCR mSglich ist, sind auch Ver- 
fahren bekannt, welche die de novo-Identifikation unbekannter zwischen verschiedenen 
biologischen Proben differentiell exprimierter Gene ermOglichen. 

Eine solche Strategic zur Expressionsanalyse besteht in der Quantifizierung diskreter Se- 
25 quenzeinheiten. Diese Sequenzeinheiten kflnnen in sog. ESTs (Expressed Sequence Tags) 
bestehen. Werden hinreichende Zahlen von Klonen aus cDNA-Banken, die von miteinan- 
der zu vergleichenden Proben stammen, sequenziert, k5nnen jeweils identische Sequenzen 
erkannt und gezahlt werden und die erhaltenen relativen HSufigkeiten dieser Sequenzen in 
den verschiedenen Proben miteinander verglichen werden (vgl. Lee et al., Proc. Natl. 
30 Acad. Sci. U.S.A. 92 (1995), 8303-8307). Unterschiedliche relative Hftufigkeiten einer 
bestimmten Sequenz zeigen diflFerentielle Expression des entsprechenden Transkripts an. 
Allerdings ist das beschriebene Verfahren sehr airfwendig, da bereits fiir die Quantifizie- 
rung der haufigeren Transkripte die Sequenzierung vieler tausend Klone erforderlich ist. 
Andererseits ist fiir die eindeutige Identifikation eines Transkripts in der Regel lediglich 
35 ein kurzer Sequenzabschnitt von ca. 13-20 Basenpaaren Ltage erforderlich. Diese Tatsa- 
che wird vom Verfahren des "Serial Analysis of Gene Expression" (SAGE) ausgenutzt 
(Velculescu et al, Science 270 (1995), 484-487 ). Hier werden kurze Sequenzabschnitte 
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("Tags") konkateniert, kloniert, und die resultierenden Klone werden sequenziert Mit ei- 
ner einzelnen Sequenzreaktion lassen sich auf diese Weise etwa 20 Tags bestinunen. Den- 
noch ist diese Technik noch nicht sehr leistungsfShig, da bereits flir die Quantifizierung der 
haufigeren Transkripte sehr viele konventionelle Sequenzreaktionen durchgefuhrt und 
5 analysiert werden raQssen. Aufgrund des hohen Aufwands ist eine veriafiliche Quantifizie- 
rung seltener Transkripte mittels SAGE nur sehr schwer mdglich. 

Ein weiteres Verfahren zur Sequenzierung von Tags nach der US-A 5 695 934 besteht 
darin, kleine Kugeln mit zu sequenzierender Nukleins&ure auf eine solche Weise zu be- 

10 schichten, daB jede Kugel zahlreiche Molektlle lediglich einer Nukleins&irespezies erhMlt. 
Zur Sequenzierung wird dann das Verfahren des "stepwise ligation and cleavage" einge- 
setzt, bei dem von einem artifiziellen Linker aus die zu sequenzierende Nukleins£ure durch 
Einsatz eines Typ IIS-Restriktionsenzyms basenweise abgebaut und dabei ihre Sequenz 
bestimmt wird. Damit eine Beobachtung und Aufeeichnung des Sequenziervorgangs mog- 

1 5 lich ist, werden die verwendeten Kugeln in eine flachen Kiivette eingebracht, die nur we- 
nig hflher ist als dem Kugeldurchmesser entspricht, urn die Bildung einer einzelnen Lage 
zu erlauben. Weiterhin mttssen die Kugeln in dichtester Packung in der Ktivette vorliegen, 
damit es wfihrend des Sequenziervorgangs weder durch den erforderlichen Austausch der 
ReaktionslSsungen noch durch Erschutterungen des Gerats zu einer VerSnderung der Ku- 

20 gelanordnung kommt. Obschon sich auf diese Weise viele Sequenzierreaktionen auf klei- 
nem Raum durchfiihren lassen, hat die Anordnung in einer sehr engen KUvette (wenige 
Mikrometer H6he) erhebiiche Nachteile, da eine gleichmMBige Befttllung der Kuvette 
schwer zu erreichen ist. Ein weiterer Nachteil besteht im hohen apparativen Aufwand des 
Verfahrens. So mufl beispielsweise mit hohen Drucken gearbeitet werden, damit trotz der 

25 kleinen KuvettengrOfie ein effizienter Austausch der notwendigen ReaktionslOsungen 
m5glich ist. Noch ein weiterer Nachteil besteht im leichten Verstopfen der Ktivette, wel- 
ches ebenfalls durch die notwendigerweise geringen MaBe der Kuvette begOnstigt wird. 

Die bekannten Verfahren zur NukleinsSureseanalytik weisen einen oder mehrere der fol- 
30 genden Nachteile auf: 

- Sie ermdglichen nur in stark eingeschrankten Umfang die parallelisierte Durchfiihrung 
von einzelnen Sequenzierungsreaktionen. 

- Sie bendtigen relativ groBe Mengen der Nukleinsfture, deren Sequenz bestimmt werden 
soli. 

35 - Sie sind nur zur Sequenzbestimmung von kurzen Sequenzabschnitten geeignet und 
apparativ aufwendig. 
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Es ist Aufgabe der Erfindung ein Verfahren bereitzustellen, das die Nachteile des Standes 
der Technik tiberwindet. 

Die erfindungsgem&Be Aufgabe wird durch ein Verfahren zur parallelen Sequenzierung 
von mindestens zwei verschiedenen in einem Nukleinsauregemisch enthaltenen Nuklein- 
sSuren geldst, wobei 

(a) eine Oberflache bereitgestellt wird, aufweisend Inseln von Nukleins&uren jeweils 
gleicher Sorte, tertifire NukleinsSuren; 

(b) GegenstrSnge der tertifiren Nukleins8uren, GTN, bereitgestellt werden; 

(c) die GTN um ein Nukleotid verlfingert werden, wobei 

- das Nukleotid an der 2'-OH-Position oder an der 3'-OH-Position eine Schutz- 
gruppe trSgt, die eine weitere Verlangerung verhindert, 

- das Nukleotid eine Molektilgruppe tragt, die die Identifikation des Nukleotids 
ermtiglicht; 

(d) das eingebaute Nukleotid identifiziert wird; 

(e) die Schutzgruppe entfemt wird und die zur Identifikation verwendete Molektil- 
gruppe des eingebauten Nukleotids entfemt oder verandert wird, und 

(f) Schritt (c) und nachfolgende Schritte solange wiederholt werden, bis die ge- 
wtinschte Sequenzinformation erhalten worden ist. 

Eine spezielle Ausftihrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens stellt das nachfolgen- 
de dar, bei dem im Schritt (a) 

(al) eine Oberflache bereitgestellt wird, an welche mindestens PrimermolekQle 



eines ersten Primers und eines zweiten Primers und gegebenenfalls ein Nu- 
kleinsauregemisch umfassend die NukleinsSuremolektile, mit welchen beide 
Primer hybridisieren kOnnen, irreversibel immobilisiert worden sind, wobei 
beide Primer ein Primerpaar bilden; 



(a2) 



Nukleinsauremolektile des Nukleinsauregemischs mit einem oder mit bei- 
den Primern desselben Primerpaares hybridisiert werden; 



(a3) 




(a4) 



(a5) 



die sekunddren Nukleinsauren unter Bildung von tertiSren NukleinsSuren 
amplifiziert werden. 
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Tertiare Nukleinsauren nach Mafigabe des Schritts (a) kdnnen bereitgestellt werden, indem 
man von einer Oberflache ausgeht, an welche mindestens ein erster Primer und cin zweiter 
Primer und gegebenenfalls ein Nukleinsfiuregemisch umfassend die Nukleins&uremolektt- 
le, mit welchen beide Primer hybridisieren kflnnen, irreversibel immobilisiert worden sind. 

5 Beide Primer bilden ein Primerpaar, kdnnen also an Strang bzw. Gegenstrang der Nuklein- 
sMuremolekiile binden. Wenn die Nukleinsauremolekttle des Nukleinsauregemischs an der 
Oberflache bereits gebunden sind, dann kann die Hybridisiemng in Schritt (a2) durch blo- 
fies Erhitzen und AbkUhlen bewirkt werden. Andernfalls mtissen die Nukleinsfiuremole- 
kiile des Nukleinsauregemischs in Schritt (a2) mit der Oberflache in Kontakt gebracht 

10 werden. In diesem Zusammenhang wird auch auf die WO 00/18957 verwiesen. 

Eine spezielle Ausfuhrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens stellt das nachfolgen- 
de dar, bei dem im Schritt (al) 

eine Oberflache, an welche mindestens ein Primerpaar bildende Primermo- 
lekUle irreversibel immobilisiert wurden, bereitgestellt wird. 

15 Die einzelnen durchzuftthrenden Arbeitsschritte lassen sich bei dieser Ausfiihrungsform 
auch wie folgt wiedergeben: 

• PrimermolekUle, die mindestens ein Primerpaar bilden, werden an eine Oberflache ir- 
reversibel immobilisiert; 

• NukleinsauremolekUle werden mit. einem oder mit beiden Primern desselben Primer- 
20 paares hybridisiert, indem man das Nukleinsauregemisch mit der Oberflache in Kon- 
takt bringt; 

• die irreversibel immobilisierten Primermolekttle werden komplementar zum Ge- 
genstrang unter Bildung von sekundaren Nukleinsauren verlangert; 

• die nicht durch irreversible Immobilisierung an die Oberflache gebundenen Nukleinfiu- 
25 remolekttle werden von der Oberflache entfernt; 

• die sekundaren Nukleinsauren werden unter Bildung von tertiaren Nukleinsauren am- 
plifiziert; 

• Gegenstrange der tertiaren Nukleinsauren, GTN, werden bereitgestellt; 

• die GTN werden um ein Nukleotid verlangert, wobei 

30 • das Nukleotid an der 2'-OH-Position oder an der S^OH-Position eine Schutzgruppe 
trfigt, die eine weitere Verlangerung verhindert, 

• das Nukleotid trtgt eine MolekQlgruppe, die die Identifikation des Nukleotids ermflg- 
licht; 

• das eingebaute Nukleotid wird identifiziert; 

35 • die Schutzgruppe wird entfemt und die zur Identifikation verwendete MolekQlgnippe 
des eingebauten Nukleotids wird entfernt oder verandert, und 

• der 7. Schritt und die nachfolgende Schritte werden solange wiederholt, bis die ge- 
wflnschte Sequenzinformation erhalten worden ist. 
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Bei dem NukleinsSuregemisch des Schritts (a2) kann es sich zum Beispiel um eine Bi- 
bliothek handeln, also um Nukleinsauremolekttle, die tiber weite Strecken eine identische 
Sequen2 aufweisen, sich aber in einem Teilbereich inmitten der identischen Bereiche stark 
5 unterscheiden. HSufig bestehen die Bibliotheken aus gegebenenfalls linearisierten Plasmi- 
den, in welche verschiedene Nukleinsaurefragmente einkloniert wurden, die spater sequen- 
ziert werden sollen. Ferner kann es sich bei dem Nukleins&iregemisch um Restriktions- 
fragmente handeln, an deren Schnittenden Linkermolektlle gleicher Sequenz ligiert wur- 
den. Hierbei unterscheiden sich in der Regel die Linker, die an das 5'-Ende der Fragmente 

10 gebunden werden von den Linkem, die an das 3'-Ende der Fragmente gebunden werden. 
Jedenfalls ist in der Regel der interessierende Sequenzabschnitt in den Nukleinsauremole- 
kttlen des Nukleinsauregemischs von zwei flankierenden im wesentlichen bei alien Nu- 
kleinsauremolekOlen jeweils identischen Sequenzabschnitten umgeben, von denen minde- 
stens einer der beiden Sequenzabschnitte bevorzugt eine selbstkomplementare Sequenz 

15 aufweist. Der betreffende Sequenzabschnitt besitzt in einzelstrangiger Form eine ausge- 
pragte Neigung zur Ausbildung einer sogenannten Hairpinstruktur . 

Die Primer oder die Primermolekule in Schritt (al bis a3) sind einzelstrangige Nukleinsau- 
remolekttle einer Lange von etwa 12 bis etwa 60 Nukleotidbausteinen und mehr, die sich 

20 im weitesten Sinne ffir die Verwendung im Rahmen der PCR eignen.. Es handelt sich um 
DNA-Molektile, RNA-Molekiile oder deren Analoga, die zur Hybridisierung mit einer 
zumindest tiber einen Teilbereich komplementaren Nukleinsaure bestimmt sind und als 
Hybrid mit der Nukleinsaure ein Substrat ftir eine Dopplestrang-spezifische Polymerase 
darstellen. Bei der Polymerase handelt es sich vorzugsweise um DNA-Polymerase 1, 17- 

25 DNA-Polymerase, das Klenow-Fragment der DNA-Polymerase I, um Polymerasen, die bei 
der PCR Anwendung finden, oder auch um eine Reverse Transkriptase. 

Das Primerpaar in Schritt (a2) stellt einen Satz von zwei Primern dar, die an Bereiche einer 
Nukleinsaure binden, die die zu amplifizierende Zielsequenz der Nukleinsaure flankieren 

30 und eine „Polaritat" in bezug auf die Orientierung ihrer Bindung an die Nukleinsaure auf- 
weisen, daB eine Amplifikation mGglich ist (die 3'-Termini weisen aufeinander zu). Bei 
diesen Bereichen handelt es sich bevorzugt um Sequenzabschnitte, die bei den Nukleinsau- 
remolekulen des Nukleinsauregemisches identisch sind. Zum Beispiel kann es sich bei dem 
Nukleinsauregemisch um eine Plasmid-Bibliothek handeta. Die Primer wQrden dann be- 

35 vorzugt in dem Bereich der sogenannten Multiple Cloning Site (MCS) binden, und zwar 
einmal oberhalb und einmal unterhalb der Klonierungsstelle. Ferner kdnnten die Primer an 
die Sequenzabschnitte binden, die den Linkem entsprechen, die, wie oben beschrieben, an 
Restriktionsfragmente beidseitig ligiert wurden. Das erfindungsgemaBe Verfahren wird 
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bevorzugt mit nur einem Primerpaar durchgef&hrt, etwa wie das in der US- A 5 641 658 
(WO 96/04404) beschriebene Verfahren, in dem auch nur ein Primerpaar eingesetzt wird. 
ErfindungsgemfiB bevorzugt binden die Primer des Primerpaars oder der Primerpaare an 
Sequenzbereiche, die bei alien oder bei fast alien Nukleinsauren des NukleinsSuregemischs 
5 im wesentlichen identisch sind (sogenannte konservierte Bereiche). Die Primer eines Pri- 
merpaars konnen im Gbrigen auch dieselbe Sequenz aufweisen. Dies kann dann von Vor- 
teil sein, wenn die konservierten Bereiche, die die zu amplifizierende Sequenz flankieren, 
Sequenzen aufweisen, die zu einander komplementar sind. 

10 Einer der Primer eines Primerpaars kann eine Sequenz, die die Ausbildung einer intramo- 
lekularen Nukleinsauredoppelhelix (einer sogenannten Hairpinstrukturi ermflglicht, auf- 
weisen, wobei allerdings ein aus mindestens 1 3 Nukleotidbausteinen bestehender Bereich 
des 3 '-Terminus ungepaart bleibt. 



15 Bei der Oberflache in Schritt (a, al und a2, a4) handelt es sich urn die zug&igliche Fl&che 
eines Kflrpers aus Kunststoff, Metall, Glas, Silicium oder fihnlich geeigneten Werkstoffen. 
Vorzugsweise ist diese flach, insbesondere plan ausgestaltet. Die Oberflache kann eine 
quellbare Schicht aufweisen, zum Beispiel aus Polysaccharides Polyzuckeralkoholen oder 
quellbaren Silikaten. 

20 

Irreversible Immobilisierung meint das Ausbilden von Wechselwirkungen mit der oben 
beschriebenen Oberfl&che, die bei 95°C und der Ublichen Ionenstarke bei den PCR- 
Amplifikationen des Schritts (aS) im StundenmaBstab stabil sind. Bevorzugterweise han- 
delt es sich dabei um kovalente Bindungen, die auch spaltbar sein kSnnen. Bevorzugt wer- 

25 den die Primermolekule in Schritt (a) Uber die 5 '-Termini irreversibel an der Oberflache 
immobilisiert. Alternativ kann eine Immobilisierung auch liber ein oder mehrere Nukleo- 
tidbausteine, die zwischen den Termini des betreffenden Primermolektils liegen, immobili- 
siert werden, wobei allerdings ein Sequenzabschnitt von mindestens 13 Nukleotidbaustei- 
nen gerechnet von dem 3'-Tenninus ungebunden bleiben muB. Bevorzugt erfolgt die Im- 

30 mobilisierung durch Ausbildung kovalenter Bindungen. Hierbei ist nattlrlich auf eine ent- 
sprechende Belegungsdichte zu achten, die die Kontaktaufhahme der an der Polyme- 
rasekettenreaktion beteiligten Primer und Nukleins&uren ermdglicht Werden zwei Prima* 
immobilisiert, so sollten die Primer einen mittleren Abstand auf der Oberflache haben, der 
zumindest grGBenordnungsmfiflig mit der maximalen Lange bei vollstfindiger Streckung 

35 der zu amplifizierenden Nukleinsfiuremolektile Qbereinstimmt oder aber kleiner ist. Hierbei 
ist im wesentlichen zu verfahren, wie in US-A 5 641 658 oder WO 96/04404 beschrieben. 
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Aus dera Stand der Technik sind Verfahren bekannt, chemisch geeignet derivatisierte Oli- 
gonukleotide an Glasoberfiachen zu binden. Besonders geeignet sind hierzu beispielsweise 
endstandige, Uber einen mehratomigen Spacer an das 5 '-Ende des Oligonukleotids gebun- 
dene primflre Aminogruppen ("Aminolink"), welche leicht im Zuge der Oligonukleo- 

5 tidsynthese inkorporiert werden kttonen und gut mit Isothiocyanat-modifizierten Oberfla- 
chen reagieren kGnnen. Beispielsweise beschreiben Guo et al. (Nucleic Acids Res. 22 
(1994), 5456-5465) ein Verfahren, Glasoberfiachen mit Aminosilan und Phenylendii- 
sothiocyanat zu aktivieren und anschlieBend 5 '-aminomodifizierte Oligonukleotide hieran 
zu binden. Besonders geeignet ist die Carbodiimid-vennittelte Bindung S'-phosphorylierter 

10 Oligonukleotide an aktivierte Polystyroltrager (Rasmussen et al., Anal. Biochem 198 
(1991), 138-142). Ein anderes bekanntes Verfahren nutzt die hohe Affinitat von Gold ftir 
Thiolgruppen zur Bindung von Thiol-modifizierten Oligonukleotiden an Goldoberflachen 
aus (Hegner et al, FEBS Lett 336 (1993), 452-456). 

15 Der Begriff sekundare Nukleinsaure in Schritt (a3) bezeichnet diejenigen Nukleinsaure- 
molekUle, die durch komplementare Verlangerung von Primermolekiilen entstehen, wobei 
die Verlangerung komplementar zu den Nukleinsauremolekttlen des Schritts (a2) erfolgt, 
die mit den Primern hybridisiert wurden. 

20 Die Oberflache wird in einer von Nukleinsauremolektilen, die nicht durch irreversible Im- 
mobilisierung an die Oberflache gebundenen sind, befreiten Form bereitgestellt [Schritt 
(a4)]. Sofem die Nukleinsauremolektile aus Schritt (al) in Schritt (al) an die Oberflache 
bereits irreversibel immobilisiert worden sind, werden in Schritt (a2) in der Regel keine 
Nukleinsaureraolektlle mit der Oberflache in Kontakt gebracht. Folglich mttssen sie in den 

25 nachfolgenden Schritten auch nicht entfemt werden. Wenn in Schritt (a2) Nukleinsaure- 
molekUle zwecks Hybridisierung mit den Primem mit der Oberflache in Kontakt gebracht 
werden, etwa weil die Nukleinsauremolekule nicht schon in Schritt (al) an die Oberflache 
irreversibel immobilisiert worden sind, dann kflnnen diese in Schritt (a4) durch Denaturie- 
rung und Waschen entfemt werden. Es ist mflglich, jedoch nicht bevorzugt, die Entfernung 

30 der vorgenannten NukleinsauremolekUle erst nach Durchlaufen eines oder mehrerer Am- 
plifikationszyklen des Schritts (a5) vorzunehmen. 

Der Begriff tertiare Nukleinsauren bezeichnet sekundare Nukleinsauren sowie diejenigen 
NukleinsauremolekUle, die aus den sekundaren Nukleinsauren nach dem Verfahren der 
35 Polymerasekettenreaktion im Schritt (a5) gebildet werden. Hierbei ist es wichtig, dafl 
Oberflache und der die Oberflache umgebende flUssige Reaktionsraum frei von zu amplifi- 
zierenden Nukleinsauren sind, die nicht irreversibel an die Oberflache immobilisiert sind. 
Durch die Ampiifikation entstehen in der Regel regelrechte Inseln. das heifit diskrete Be- 
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reiche auf der Oberflache, die tertiSie Nukleinsfiuren der gleichen Sorte, das heifit identi- 
sche oder hierzu komplementSre Nukleinsauremolekttle, tragen. 

In Schritt (b) werden Gegenstifinpe der tertiaren Nukleinsfluren (GTN) bereiteestellt. Dies 
kann zum Beispiel durch eine von drei MaBnahmen geschehen, die im folgenden aufge- 
ftihrt werden: 

- Zum einen kflnnen in Schritt (al) Primermolektile oder gegebenenfalls in Schritt 
(al oder a2) NukleinsauremolekiUe (des Nukleinsfiuregemischs) mit flankierenden 
Sequenzabschnitten verwendet werden, die selbstkomplementfire Bereiche aufwei- 
sen und somit zur intramolekularen Basenpaarung in der Lage sind, was sich in ei- 
ner sogenannten Hairpinstruktur fiufiert (siehe auch Fig. 3: Ligation von „maskier- 
ten Hairpins" in Form doppelstrfingiger LinkermolekUle). Hierbei ist bevorzugt mu- 
cin Primer eines Primerpaars oder nur ein flankierender Sequenzabschnitt von 
zweien zur Ausbildung einer Hairpinstruktur in der Lage, um sicherzustellen, daB 
der Einbau von Nukleotiden nur an einem von zwei komplementaren NukleinsSu- 
remolekiilen erfolgt, so daB eine Interferenz der Sequenzsignale beider Nukleinsau- 
remolekttle ausgeschlossen ist. 

Die in Schritt (a5) gebildeten tertiaren Nukleinsfiuren weisen dann im einzelstrSn- 
gigen Zustand, der durch Entfernung eines der beiden Strange unter denaturieren- 
den Bedingungen herbeigeflihrt wird, in der Nahe ihres 3 -Terminus eine Rttckfal- 
tung in Form eines Hairpins auf. Bevorzugterweise reicht der doppelstrangige An- 
teil des Hairpins bis einschliefllich zur letzten Base des 3 '-Endes, so daB besagter 
Hairpin unmittelbar als Substrat flir eine zur Sequenzierung eingesetzte Polymerase 
dienen kann. Dies ist durch geeignete Wahl der Sequenz der Primermolektile bzw. 
der die Nukleinsauremolektile flankierenden Sequenzabschnitte zu gewahrleisten. 

Zweitens k6nnen GTN in Form von Hairpins durch Ligation von Oligonukleotiden 
bereitgestellt werden, die zur Hairpinbildung beffihigt sind und gegebenenfalls 
(aber nicht notwendigerweise) bereits in Gestalt von Hairpins zur Ligation einge- 
setzt werden (siehe auch Fig. 2). Dies kann so geschehen, daB die tertiaren Nu- 
kleinsauren im doppelstrangigen (das heiBt nicht denaturiertem) Zustand geschnit- 
ten und auf diese Weise einseitig von der Oberflache abgetrennt werden. Bevor- 
zugterweise geschieht dies durch Inkubation mit einer Restriktionsendonuklease, 
welche in genau einer der aus einem der beiden Primer stammenden Sequenzen 
(Primersequenzen) oder in einer an diese Primersequenzen angrenzenden Sequen- 
zen eine Erkennungsstelle aufweist Nach erfolgtem Restriktionsschnitt ragt dann 
ein freies Ende der tertiaren Nukleinsauren in den Ldsungsraum, welches je nach 
verwendeter Restriktionsendonuklease ein tlbeihangendes Ende voraussagbarer Se- 
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quenz besitzt und an welches das Oligonukleotid hybridisiert und ligiert werden 
kann. Besonders geeignet ware hierfiir ein Oligonukleotid, welches bereits eine 
Hairpinstruktur ausgebildet hat, demnach also partiell doppelstrfingig vorliegt, und 
einen zum fieien Ende der tertiaren Nukleinsauren komplementfiren Oberhang be- 
sitzt Um zu gewfihrleisten, dafl eine Ligation ausschliefllich an den irreversibel 
immobilisierten Strang des Doppelstrangs der tertiaren Nukleinsauren stattfindet, 
kann das 5 '-Ende des Oligonukleotids eine Phosphatgruppe tragen, wShrend das 3'- 
Ende des irreversibel immobilisierten Strangs sowie das 5 '-Ende des mit diesem 
hybridisierten Gegenstrangs eine OH-Gruppe aufweisen (siehe Fig, 2, Schritte 1 
und 2). Nach erfolgter Ligation wird der nicht irreversibel immobilisierte Strang der 
tertiaren Nukleinsauren unter denaturierenden Bedingungen entfernt. Alternativ 
hierzu konnte auch, wie in der US-A 5 798 210 vorgeschlagen (siehe dort insbe- 
sondere Fig. 7), eine Ligation eines zum Hairpin rUckgefalteten Oligonukleotids an 
den einzelstrfingig vorliegenden immobilisierten Strang der tertiaren Nukleinsauren 
vorgenommen werden. Problematisch ist bei dieser zweiten Maflnahme, daD eine 
oft beobachtete unzureichende Effizienz des Ligationsschritts vor der Sequenzie- 
rung nicht mehr wie bei der ersten MaBnahme durch Amplifikationsschritte kom- 
pensiert werden kann. Dies kann dann eine zu geringe Signalstarke bei der nachfol- 
genden Sequenzierung zur Folge haben. 

Drittens ist es auch mOglich, Oligonukleotide, die nicht zur Ausbildung einer Hair- 
pinstruktur in der Lage sind, mit den tertiaren Nukleinsauren unter Ausbildung von 
GTN zu hybridisieren (vgl. US-A 5 798 210, Fig. 8). Diese Alternative kame jeden- 
falls nur dann in Frage, wenn in Schritt (e), in welchem die Schutzgruppe entfernt 
wird, Bedingungen gewahlt werden, die nicht zur Denaturierung, das heiBt nicht 
zur Aufschmelzung der Doppelstrange, bestehend aus ggf. verlangerten Oligonu- 
kleotiden und tertiaren Nukleinsauren, flihren. Wird in Schritt (e) unter denaturie- 
renden Bedingungen gearbeitet (z.B, durch Einsatz starkerer Basen), wird man vor- 
zugsweise auf die anderen Maflnahmen zurUckgreifen. 

Im Rahmen der beschriebenen MaBnahmen spielt die Lfinge der Oligonukleotide eine un- 
tergeordnete Rolle. In der Regel werden die Oligonukleotide eine Lflnge von kleiner 100 
oder von kleiner 50 Nukleotidbausteinen aufweisen, so daB man auch allgemein von Nu- 
kleinsauren (hier: polymere Nukleotide, die mehr als drei Nukleotidbausteine umfassen) 
spredien kann. Einzelstrangige Oligonukleotide einer Lflnge von grCfler 45 Nukleotidbau- 
steinen sind infolge unspezifischer Wechselwirkungen nur schwer handhabbar, wenn sie 
keine Sequenz axifweisen, die Hairpins erm5glicht Durch die Fahigkeit, Hairpins auszu- 
bilden, werden unspezifische Wechselwirkungen durch Kompetition vermindert Werden 
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doppelstrfingige Oligonukleotide eingesetzt, dann spielt folglich die Lfinge der Oligonu- 
kleotide kaum eine Rolle (siehe auch Fig. 3). 

Alle beschriebenen MaBnahmen haben zur Folge, daB die tertifiren Nukleinsauren einen 
5 doppelstrflngigen Teilbereich aufweisen, der eine Strangverl&ngerung an den Gegenstrta- 
gen der tertiSren Nukleinsfiuren (GTN) durch eine DNA-Polymerase oder Reverse Tran- 
skriptase ermOglicht 

Bei dem Nukleotid. das in Schritt (c) komplementSr zum Gegenstrang eingebaut wird, 

10 handelt es sich urn ein entschtitzbares Abbruchnukleotid. Geeignete Abbruchnukleotide 
sind zum Beispiel aus US-A 5 798 210 bekannt Canard und Sarfati (Gene 148 (1994) 1-6) 
beschreiben 3 '-veresterte Nukleotide, welche ein zusammen mit der Schutzgruppe abspalt- 
bares Fluorophor enthalten. Diese Nukleotidbausteine kflnnen mit allerdings niedriger Ef- 
fizienz von verschiedenen Polymerasen in einen wachsenden Strang inkorporiert werden 

15 und wirken dann als Abbruchnukleotide, lassen also keine weitere StrangverlSngerung zu. 
Die beschriebenen Ester lassen sich alkalisch oder enzymatisch abspalten, so daB freie, 
weitere Nukleotidinkorporation erlaubende 3 '-OH-Gruppen entstehen. Die Esterspaltung 
erfolgt allerdings sehr langsam (innerhalb von 2 Stunden), so daB die beschriebenen Ver- 
bindungen ftir eine Sequenzierung langerer DNA-Abschnitte (z.B. mehr als 20 Basen) un- 

20 geeignet sind, Solange die Schutzgruppe in 3'-OH oder gegebenenfalls 2'-OH-Position 
(siehe unten) gebunden ist, stellt die um dieses Nukleotid verlSngerte quartare Nukleins£u- 
re kein Substrat mehr filr eine Nukleinsaurepolymerase dar. Erst die Entfernung der 
Schutzgruppe in Schritt (e) macht eine weitere Verlangerung der quartfiren NukleinsSure 
mfiglich. Die Schutzgruppe trfcgt auBerdem in der Regel eine Molektilgruppe. die die Iden- 

25 tifikation des eingebauten Nukleotids und so die Sequenzierung des wachsenden Nuklein- 
sfiurestranges ermGglicht und das Nukleotid mit der Abspaltung der Schutzgruppe verlaBt. 
Allerdings kann die identifizierende Molekulgruppe auch an einer anderen Stelle des Nu- 
kleotids, zum Beipiel an der Base, gebunden sein. In diesem Fall ist es notwendig, nach 
Schritt (d) in Schritt (e) das Signal der identifizierenden Molektilgruppe zu Wschen. Dies 

30 kann in der Regel auf zwei Arten erfolgen. Zum Beispiel im Falle eines Fluorophors kann 
die Molekttlgruppe durch Ausbleichen vertodern werden. Daneben kann die identifizie- 
rende Molektilgruppe auch entfemt werden, zum Beispiel durch photochemische Spaltung 
einer photolabilen Bindung. 

Ist die identifizierende Molektilgruppe nicht mit der Schutzgruppe verbunden und wird die 
35 identifizierende Molektilgruppe zur Signalldschung abgespalten, so ist die Bindung von 
Schutzgruppe an das Nukleotid und die Bindung von der identifizierenden Molektilgrup- 
pe an das Nukleotid vorzugsweise so zu wahlen, daB beide Gruppen in einem Reaktions- 
schritt abgespalten werden kOnnen. 
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Bevorzugt trfigt jeder dcr fflr den Einbau in Frage kommenden vier Nukleotidbausteine (G, 
A, T, C) eine andere identifizierende MolekOlgruppe. In diesem Fall kflnnen die vier Sor- 
ten Nukleotide in Schritt (c) gleichzeitig angeboten werden. Tragen verschiedene oder so- 
5 gar alle Nukleotide dieselbe identifizierende MolekOlgruppe, so ist Schritt (c) in in der Re- 
gel vier Teilschritte zu zerlegen, in welchen die Nukleotide einer Sorte (G, A, T, C) ge- 
trennt angeboten werden. 

Bei der Molekulgrupp e handelt es sich zum Beispiel urn einen Fluorophor oder urn einen 
Chromophor. Letzterer kSnnte sein Absorptionsmaximum im sichtbaren oder im infraroten 
10 Frequenzbereich haben. Die in Schritt (d) erfolgende Detektion erfolgt sowohl orts- als 
auch zeitaufgelSst, so dafl die auf der Oberflache befindlichen Inseln quartarer NukleinsSu- 
ren parallel sequenziert werden kSnnen. 

Als Schutzgrupp e des Nukleotids in Schritt (c) ist ein chemischer Substituent zu verstehen, 
welcher die weitere Strangverlangerung nach Einbau des Nukleotids an dessen 3-Position 
15 verhindert. Dabei kann die Schutzgruppe die zu schiitzende 3'-Position besetzen, also mit 
dem C-3 der Ribose verbunden sein oder die zu schiitzende 3-Position abschirmen und so 
die Srangverlfingerung sterisch behindern. Im ietzteren Fall wurde die Schutzgruppe in 
benachbarter Position, insbesondere am C-2 der Ribose mit dem Nukleotid verbunden 
werden. 

20 

In einer weiteren Ausfiihrungsform des erfindungsgemSBen Verfahrens werden in Schritt 
(al) Primer oder Nukleins&uremolekttle mit flankierenden Sequenzabschnitten verwendet, 
die selbstkomplement&re Bereiche aufweisen. 

25 In einer weiteren Ausfiihrungsform des erfindungsgemSBen Verfahrens werden in Schritt 
(b) die tertiaren NukleinsSuren durch eine Restriktionsendonuklase geschnitten, bevor an 
die auf diese Weise generierten Enden Oligonukleotide, die zur Ausbildung einer Hairpin- 
struktur fShig sind, ligiert werden. Es wird auf die Erlfiuterungen zu Schritt (b), MaBnah- 
me 2 auf Seite 9 verwiesen, insbesondere auf die Erklarung des Begriffs Oligonukleotid. 

30 

In einer weiteren Ausfiihrungsform des erfindungsgemSBen Verfahrens sind die zur Aus- 
bildung einer Hairpinstruktur befShigten Oligonukleotide einzelstrfingig. Einzelstrangig 
meint hier nicht durchgangig doppelstrSngig. Die Oligonukleotide liegen also nicht als 
Heterodimer vor. Dies ist zum Beispiel bei Fig. 2 der Fall. 

35 

In einer weiteren Ausfiihrungsform des erfindungsgemMBen Verfahrens sind die zur Aus- 
bildung einer Hairpinstruktur bef&higten Oligonukleotide doppelstrgngig. Die Oligonu- 
kleotide liegen also als Heterodimer vor. Dies ist zum Beispiel bei Fig. 3 der Fall. 
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In einer weiteren Ausfiihrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens werden in Schritt 
(b) einzelstr&ngige Oligonukleotide, die zur Ausbildung einer Hairpinstmktur f&hig sind, 
an tertiare NukleinsSuren hybridisiert, bevor tertiare Nukleinsfiuren und vorgenannte ein- 

5 zelstangige Oligonukleotide ligiert werden. Dies ist zum Beispiel bei Fig. 2 der Fall. 

Dabei ist jedoch zu beachten, daB die Hybridbildung haufig instabil ist (z.B., wenn aus 4 
Nukleotidbausteinen bestehende Oberhdnge hybridisiert werden), so daB Hybridbildung 
und Ligation unmittelbar aufeinander folgen. In einer weiteren Ausfiihrungsform des er- 
findungsgemaBen Verfahrens werden in Schritt (b) einzelstrangige Oligonukleotide, die 

10 zur Ausbildung einer Hairpinstmktur fShig sind, mit tertifiren Nukleinsfturen durch Ligati- 
on verkniipft. Hierbei kommt auch die Ligation nicht-tiberhSngender Enden {blunt ends) 
in Frage. Diese setzt keine vorausgegangene Hybridbildung voraus. 

In einer weiteren Ausfiihrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens werden in Schritt 
15 (a, al) die Primermolektile durch Ausbildung einer kovalenten Bindung an eine Oberflache 
irreversibel immobilisiert. 

In einer weiteren Ausfiihrungsform des erfmdungsgemaBen Verfahrens tragt in Schritt (c) 
die Base die Molektilgruppe, die die Identification des Nukleotids ermSglicht 

20 

In einer weiteren Ausfiihrungsform des erfmdungsgemaBen Verfahrens tragt in Schritt (c) 
das Nukleotid an der 3'-OH-Position die Schutzgruppe. 

In einer weiteren Ausfiihrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens weist die Schutz- 
25 gruppe eine spaltbare Ester-, Ether-, Anhydrid- oder Peroxid-Gruppe auf. 

In einer weiteren Ausfiihrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens ist die Schutzgrup- 
pe tiber eine Sauerstoff-Metall-Bindung mit dem Nukleotid verbunden. 

30 In einer weiteren Ausfiihrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens erfolgt in Schritt 
(e) die Entfernung der Schutzgruppe durch ein komplexbildendes Ion, vorzugsweise durch 
Cyanid, Thiocyanat, Fluorid oder Ethylendiamintetraacetat. 

In einer weiteren Ausfiihrungsform des erfindungsgemaBen Verfahrens weist die Schutz- 
35 gruppe in Schritt (c) einen Fluorophor auf und in Schritt (d) wird das Nukleotid fluorome- 
trisch identifiziert. 
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In einer weiteren Ausfiihrungsform des erfindungsgemaflen Verfahrens wird in Schritt (e) 
die Schutzgruppe photochemisch abgespalten. 

Die Erfindung wird durch die Zeichnung nfiher beschrieben, wobei die Zeichenblatter mit 
fortlaufenden Ziffem versehen sind (1/10 bis 10/12). 
Es zeigt 

Fig. 1 die Amplifikation einzelner NukleinsauremolekOle mittels Oberflachen- 

gebundener Primer zu Inseln aus jeweils identischen amplifizierten Nukleinsau- 

remolekOlen, umfassend ein Zeichenblatt (1/12); 
Fig, 2 die Sequenzierung Oberflachen-gebundener Amplifikationsprodukte, umfassend 

Fig. 2a, Fig. 2b, Fig.. 2c, auf den Zeichenblattern 2/12 bis 4/12; 
Fig, 3 die Bereitstellung eines GTN durch Ausbildung einer Hairpinstruktur in Sequenz- 

abschnitten, die Linkern entstammen, umfassend Fig. 3a, Fig. 3b, Fig. 3c auf den 

Zeichenblattern 5/12 bis 7/12; 

Fig, 4 die parallele Sequenzierung an einer Oberflache, umfassend ein Zeichenblatt 
(8/12); 

Fig, 5 die Assemblierung der Detektions- und Identifikationsergebnisse zu zusammen- 
hangenden Sequenzen, umfassend ein Zeichenblatt (9/12); 

Fig, 6 die Bereitstellung primarer Nukleinsauren zur Anwendung in der Expressions- 
analyse, umfassend ein Zeichenblatt (10/12); 

Fig. 7 die Bereitstellung primarer Nukleinsauren zur Sequenzierung genomischer Klone, 
umfassend ein Zeichenblatt (11/12); 

Fig. 8 das Ergebnis der Amplikation einzelner NukleinsauremolekOle gemafl Fig. 1, um- 
fassend ein Zeichenblatt (12/12). 

Fig. 1 zeigt die Amplifikation einzelner Nukleinsauremolekttle mittels Oberflachen- 
gebundener Primer zu Inseln aus jeweils identischen amplifizierten NukleinsauremolekO- 
len, wobei im einzelnen 

1 die irreversible Immobilisierung von ein Primerpaar bildenden Oligonukleoti- 
den, 

2 die Hybridisierung der primSren Nukleinsauren mit den Oberflachen- 
gebundenen Primern, 

3 die Bildung sekundarer Nukleinsauren durch Strangverlangerung der Primer, 

4 die Entfernung der nicht irreversibel gebundenen primaren Nukleinsauremo- 
lekOle und Amplifikation der sekundaren Nukleinsauren, 

5 Inseln mit jeweils identischen tertiareren NukleinsauremolekOle bezeichnet 
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Fig. 2 veranschaulicht die Sequenzierung Oberflachen-gebundener Amplifikationspro- 
dukte, wobei 

1 das Ldsen der Amplifikationsprodukte durch Restriktionsdau der Amplifikati- 
onsprodukte (Unterstrichen: die Erkennungsstelle fflr die Restriktionsendonu- 
klease Sphl) (SEQ ID NO: 4); 

2 die Dephosphorylierung; 

3 die Ligation eines Hairpin-Oligonukleotids (fett) 

4 die Entfernung des nicht irreversibel immobilisierten Nukleinsaurestrangs 
(SEQ ID NO: 6); 

5 den Einbau und Identifikation eines ersten geschiitzten Nukleotids; 

6 die Entfernung von Schutzgruppe und Markierungsgruppe unter Wiederher- 
stellung einer freien 3'-OH-Gruppe; 

7 den Einbau und Identifikation eines zweiten geschiitzten Nukleotids; 

8 die Wiederholung der Schritte 5 und 6 zeigt. 

Fig, 3 zeigt die Bereitstellung eines GTN durch Ausbildung einer Hairpinstruktur in Se- 
quenzabschnitten die Linker entstammen. Die zu sequenzierende NukleinsSure (Restrikti- 
onsfragment mit zwei unterschiedlichen Enden, eines hiervon durch die Restriktionsendo- 
nuklease Malll erzeugt) ist schraffiert dargestellt. CATG, durch Restriktionsendonuklease 
MalH generierter Oberhang; GCATGC, Erkennungsstelle fllr Restriktionsendonuklease 
Sphl (enthalt die Erkennungsstelle fiir Malll, CATG); NNNNNNNNNN und 
MMMMMMMMMM, „inverted repeats" (zueinander komplementare Sequenzen, die in- 
tramolekulare Rttckfaltung eines Einzelstrangs erlauben); XXXXX und YYYYY, Spacer- 
region zur OberflMche. Im einzelnen beschreibt 

1 die Ligation eines Linkers mit „inverted repeat" und S/?M-Schnittstelle an zu 
sequenzierendes Fragment; 

2 die Denaturierung und Hybridisierung mit an einer Oberflache immobilisier- 
tern Primer; 

3 die Amplifikation mit zwei an OberflMche immobilisierten Primern (Gegen- 
primer nicht gezeigt); 

4 das „halbseitige L5sen" der Amplifikationsprodukte von der OberflSche durch 
Restriktionsendonuklease Sphl (Pfeile); 

5 die Denaturierung und Entfernung des nicht an der Oberflache immobilisier- 
ten Strangs ; 

6 die Renaturierung unter Ausbildung eines Hairpins, Beginn der Sequenzierung 
durch Inkorporation entschiitzbarer Abbruchnukleotide. 

Fig. 3 zeigt eine bevorzugte Vorgehensweise zur Bereitstellung von als Sequenzierprimer 
dienenden GegenstrSngen der tertifiren Nukleinsfiuren, GTN, indem die durch Behandlung 



WO 01/48184 

♦ 



PCT/EP00/13157 



mit einer ersten Restriktionsendonuklease (in Fig. 3 etwa die Erkennungssequenz CATG 
aufweisend) mit iiberhfingenden Enden ausgestatteten Nukleins&uremolekttle zunichst liber 
eine Ligation mit flankierenden Sequenzabschnitten in Form doppelstrflngiger Linkermo- 
lektile versehen werden, welche erstens selbstkomplementare Bereiche umfassen und 

5 zweitens distal an diese angrenzend eine Erkennungssequenz bzw. Schnittstelle fllr eine 
zweite Restriktionsendonuklease aufweisen. Bevorzugterweise handelt es sich hierbei wie 
in Fig. 3 gezeigt urn eine Schnittstelle, deren innere Basen auf dem selben Strang identisch 
mit den Basen des besagten Oberhangs sind (in Fig. 3 die Basenfolge CATG), mindestens 
eine der &ufleren Basen jedoch sich von der entsprechenden, besagte Oberhangsequenz vor 

10 oder nach Ligation flankierenden Base unterscheidet. Beispielsweise ist in Fig. 3 gezeigt, 
daB der zur Ligation verwandte Oberhang „CATG" nach der Ligation an seinem 3'-Ende 
von der Base „T" flankiert wird. Wird nun nach erfolgter Amplifikation der Nukleinsfiu- 
remolektlle in Schritt (a5) mittels eines Primerpaars, von dem ein Primer mit einem Strang 
besagter Linkermolektlle hybridisieren kann, mit einer zweiten Restriktionsendonuklease 

15 geschnitten, welche beispielsweise die Erkennungssequenz „GCAGTC" besitzt, und wurde 
diese Erkennungssequenz in besagten flankierenden Sequenzabschnitten (also als Teilse- 
quenz der angefilgten Linker) bereitgestellt, so erfolgt ein Schnitt innerhalb der bereitge- 
stellten Sequenzabschnitte. Nach erfolgter Entfemung des dann nicht mehr irreversibel an 
die Oberflache gebundenen Strangs kann der 3 '-Terminus des immobilisiert bleibenden 

20 Strangs intramolekular zu einem Hairpin riickfalten. Dabei ist bevorzugt, daB, wie in Fig. 3 
gezeigt, die Erkennungssequenz besagter ersten und zweiten Restriktionsendonuklease 
unmittelbar an die eingefiihrten selbstkomplementaren Bereiche grenzen, so dafi diese Be- 
reiche durch besagte Ligation urn die beiden besagten Erkennungsstellen gemeinsamen 
Basen verl&ngert werden. Hierbei weisen die verlSngerten selbstkomplementaren Bereiche 

25 dort eine Fehlpaarung auf, wo sich nach der Ligation die die Cberhang-Sequenz flankie- 
rende Base (bzw. Basen) von der Erkennungssequenz der zweiten Restriktionsendonu- 
klease unterscheidet bzw. unterscheiden (in Fig. 3 eine G/T-Fehlpaarung). Gleichzeitig 
gewahrleistet die hier beschriebene Vorgehensweise, in der die Ericennungsstelle der ersten 
Restriktionsendonuklease Bestandteil der langeren Erkennungsstelle der zweiten Restrikti- 

30 onsendonuklease ist, daB die tertifren NukleinsEuremolekQle bei der Inkubation mit der 
zweiten Restriktionsendonuklease keine internen Erkennungsstellen fllr die zweite Re- 
striktionsendonuklease haben kOnnen, sondem lediglich exakt einmal im Bereich der flan- 
kierenden Sequenzen geschnitten werden. 

35 Fig. 4 beschreibt die parallele Sequenzierung an einer Oberflache. „Inseln" identischer 
NukleinsHuremolekUle sind in dieser Figur vereinfacht durch einen einzigen Strang sym- 
bolisiert. Im einzelnen zeigt 
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1 die Befestigung eines Sequenzierprimers, Einbau des ersten Abbruchnukleo- 
tids und parallele Detektion und Identifikation des jeweils ersten Nukleotid- 
bausteins, 

2 die Entfernung von Schutzgruppe und Markierungsgruppe des ersten Nukleo- 
tids, Einbau des zweiten Abbruchnukleotids und parallele Detektion und 
Identifikation des jeweils zweiten Nukleotidbausteins; 

3 das Detektions- und Identifikationsergebnis der ersten Base; 

4 das Detektions- und Identifikationsergebnis der zweiten Base. 

Fig. 5 beschreibt die Assemblierung der Detektions- und Identifikationsergebnisse zu zu- 
sammenhSngenden Sequenzen, wobei 

1 die Detektions- und Identifikationsergebnisse der ersten Base, 

2 die Detektions- und Identifikationsergebnisse der zweiten Base, 

3 die Detektions- und Identifikationsergebnisse der n-ten Base, 

4 die assemblierten Sequenzen der Nukleinsauremolektile in einzelnen Inseln 
bezeichnet. 

Fig. 6 zeigt die Bereitstellung primSrer Nukleinsauren zur Anwendung in der 
Expressionsanalyse, wobei im einzelnen 

1 die cDNA-Synthese mit biotinyliertem Primer, Bindung der doppelstrMngigen 
cDNA an Streptavidin-beschichtete Oberflache; 

2 den Restriktionsschnitt mit dem ersten Enzym (RE1), Fortwaschen der freige- 
setzten Fragmente, und den zweiter Restriktionsschnitt mit dem zweiten En- 
zym (RE2); 

3 die Ligation zweier verschiedener Linker; 

4 mRNA; 

5 doppelstrfingige an Festphase immobilisierte cDNA; 

6 ein cDNA-Fragment, das von zwei verschiedenen „ttberhangenden" Enden 
flankiert wird, 

7 ein von zwei verschiedenen Linkern (LI, L2) flankiertes cDNA-Fragment 
zeigt 

Fig. 7 zeigt die Bereitstellung primarer Nukleinsauren zur Sequenziemng genomischer 
Klone, wobei im einzelnen 

1 einen Restriktionsschnitt eines genomischen Klons parallel mit jeweils zwei 
verschiedenen Restriktionsendomikleasen (RE 1-2 bzw. RE3-4), Ligation ver- 
schiedener Linker (LI -4); 

2 einen genomischen Klon; 
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3 zwei Uberlappende Satze mit Linkern ligierter Fragmente bezeichnet. 
Symmetrisch von identischen Linkern flankierte Fragmente (durchgestrichen) Iassen sich 
nicht sequenzieren. 

5 Fig. 8 zeigt das Ergebnis der Amplifikation einzelner NukleinsiiuremolekUle mittels Ober- 
flfichen-gebundener Primer zu Inseln aus jeweils identischen amplifizierten Nukleinsfiure- 
molekttlen, visualisiert durch Anffirbung mit SYBR Green I. 

Die Erfindung wird im folgenden durch die Beispiele nfflier erlautert. 

10 

Beispiel 1: 

Vorbereitung von Nukleinsauremolekttlen 

4 ng Gesamt-RNA aus Rattenleber wurde mit Ethanoi gefSllt und in 15,5 ^1 Wasser gelflst. 
Es wurden 0,5 nl 10 jiM cDNA-Primer CP28V (5- 

15 ACCTACGTGC AGA 1 1111111111 rTTTTTTV-3', SEQ ID NO: 1 ) hinzugegeben, 5 
Minuten bei 65 °C denaturiert und auf Eis gestellt. Die Mischung wurde mit 3 ^1 100 mM 
Dithiothreitol (Life Technologies GmbH, Karlsruhe), 6 nl 5x Superscript-Puffer (Life 
Technologies GmbH, Karlsruhe), 1,5 \xl 10 mM dNTPs, 0,6 \il RNase Inhibitor (40 U/^l; 
Roche Molecular Biochemicals) und 1 \xl Superscript II (200 U/jil, Life Technologies) ver- 

20 setzt und zur cDNA-Erststrangsynthese 1 Stunde bei 42°C inkubiert. Zur Zweitstrangsyn- 
these wurden 48 \il Zweitstrang-Puffer (vgl. Ausubel et al., Current Protocols in Molecular 
Biology (1999), John Wiley & Sons ), 3,6 nl 10 mM dNTPs, 148,8 nl H 2 0, 1,2 nl RNaseH 
(1,5 U/jil, Promega) und 6 \il DNA Polymerase I (New England Biolabs GmbH Schwal- 
bach, 10 U/^il) hinzugefilgt und die Reaktionen 2 Stunden bei 22°C inkubiert. Es wurde 

25 mit 100 \il Phenol, dann mit 100 jil Chloroform extrahiert und mit 0,1 Vol. Natriumacetat 
pH 5,2 und 2,5 Vol. Ethanoi geftllt Nach Zentrifugation fiir 20 Minuten bei 15.000 g und 
Waschen mit 70% Ethanoi wurde das Pellet in einem Restriktionsansatz aus 15 fil lOx 
Universal buffer, 1 nl Mbol und 84 \il H 2 0 gel6st und die Reaktion 1 Stunde bei 37°C in- 
kubiert. Es wurde mit Phenol, dann mit Chloroform extrahiert und mit Ethanoi geffillt Das 

30 Pellet wurde in einem Ligationsansatz aus 0,6 \x\ lOx Ligationspuffer (Roche Molecular 
Biochemicals), 1 ^1 10 mM ATP (Roche Molecular Biochemicals), 1 nl Linker ML2025 
(hergestellt durch Hybridisierang von Oligonukleotiden ML20 (5'- 
TCACATGCTAAGTCTCGCGA-3 SEQ ID NO: 5) und LM25 (5'- 
GATCTCGCGAGACTTAGCATGTGAC-3 SEQ ID NO: 7), ARK), 6,9 ^1 H 2 0 und 0,5 

35 \xl T4 DNA Ligase (Roche Molecular Biochemicals) gelflst und die Ligation Qber Nacht 
bei 16°C durchgeflihrt. Die Ligationsreaktion wurde mit Wasser auf 50 \il aufgefUUt, mit 
Phenol, dann mit Chloroform extrahiert und nach Zugabe von 1 \il Glycogen (20 mg/ml, 
Roche Molecular Biochemicals) mit 50 nl 28% Polyethylenglycol 8000 (Promega)/! 0 mM 



WO 01/48184 



19 



PCT/EP00/13157 



MgCl 2 geftllt. Das Pellet wurde mit 70% Ethanol gewaschen und in 100 \il Wasser aufge- 
nommen. 

Beispiel 2: 

5 Beschichtung mit Oligonukleotiden 

Lyophilisierte, an ihrem 5'-Ende Aminolink-Gruppen tragende Oligonukleotide Amino- 
M13rev (5 '-Amino-CAGGAAACAGCGATGAC-3 \ SEQ ID NO: 8) und Amino-T7 (5'- 
Amino-TAATACGACTCACTATAGG-3 ', SEQ ID NO: 10) (ARK Scientific GmbH, 
Darmstadt) wurden zu einer Endkonzentration von 1 mM in 100 mM Natriumcarbonatpuf- 

10 fer pH 9 aufgenommen. Mikroskopie-Objekttriiger aus Glas („Slides"; neoLab Migge La- 
borbedarf-Vertriebs GmbH, Heidelberg) wurden 1 Stunde in Chromschwefelsaure gerei- 
nigt und danach 4x mit destilliertem Wasser gewaschen. Nach Lufttrocknung wurden die 
Slides 5 Minuten in einer l%igen LGsung von 3-Aminopropyltrimethoxysiian („Fluka": 
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Seelze) in 95% Aceton/5% Wasser behandelt. Danach 

15 wurde zehnmal fiir je 5 Minuten in Aceton gewaschen und 1 Stunde auf 110°C erhitzt. 
Dann wurden die Slides fiir 2 Stunden in 0,2% 1,4-Phenylendiisothiocyanat („Fluka u : 
Sigma Aldrich Chemie GmbH, Seelze) in einer Ldsung aus 10% Pyridin in trockenem Di- 
methylformamid (Merck KGaA, Darmstadt) eingelegt Nach 5 Waschschritten in Methanol 
und 3 Waschschritten in Aceton wurden die Slides luftgetrocknet und direkt zur Be- 

20 schichtung weiterverarbeitet. Selbstklebende „Frame Seal"-Rfihmchen fiir 65jil- 
Reaktionskammern (MJ Research Inc., Watertown, Minnesota, USA) wurden aufgebracht, 
65 \il Oligonukleotid-Ldsung wurden in die so gebildeten Reaktionskammern pipettiert, 
und die Kammern wurden durch Aufkleben eines Polyester-Deckblatts (MJ Research Inc.) 
unter AusschluB von Luftblasen versiegelt. Die genaue Position der Reaktionskammer 

25 wurde mit einem wasserfesten Filzschreiber auf der Unterseite der Slides gekennzeichnet. 
Die Bindung der Oligonukleotide via Aminolink an die Oberflache der aktivierten Slides 
fand Qber 4 Stunden bei 37°C statt. AnschlieBend wurden die Kleberahmen entfernt und 
die Slides mit deionisiertem Wasser abgespOlt. Urn verbliebene reaktive Gruppen zu inak- 
tivieren, wurden die SUdes fiir 15 Minuten in auf 50°C temperierter BlockierungslOsung 

30 (50 mM Ethanolamin (^Fluka": Sigma Aldrich Chemie GmbH, Seelze), 0,1 M Tris pH 9 
(„Fluka": Sigma Aldrich Chemie GmbH, Seelze), 0,1% SDS („Fluka w : Sigma Aldrich 
Chemie GmbH, Seelze) behandelt. Zur Entfernung nicht-kovalent gebundener Oligonu- 
kleotide wurden die Slides 5 Minuten in 800 ml 0,lx SSC/0,1% SDS (vgl. Ausubel et al., 
Current Protocols in Molecular Biology (1999), John Wiley & Sons) gekocht. Die Slides 

35 wurden mit deionisiertem Wasser gewaschen und luftgetrocknet 

Beispiel 3: 

Beschichtung mit Oligonukleotiden 
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Lyophilisierte, an ihrem 5'-Ende Aminolink-Gruppen tragende Oligonukleotide Amino- 
M13rev (5 '-Amino-CAGGAAACAGCGATGAC-3 \ Abfolge der Nukleotide gemaB SEQ 
ID NO: 8) und Amino-T7 (5 '-Amino-TAATACGACTCACTATAGG-3 Abfolge der 
Nukleotide gemfiB SEQ ED NO: 10) (ARK Scientific GmbH, Darmstadt) wurden zu einer 

5 Endkonzentration von 100 pmol/yl in deionisiertem Wasser aufgenommen. Je 1,4 \xl dieser 
PrimerlGsungen wurden mit 32,2 fil Wasser und 35 \xl 2x Bindepuffer (300 raM Natriump- 
hosphat pH 8,5) vermischt Selbstklebende „Frame SeaT-Rfihmchen ftir 65\iU 
Reaktionskammern (MJ Research Inc., Watertown, Minnesota, USA) wurden auf „3D- 
Link activated slides" (zur Bindung Amino-modifizierter Nukleinsfiuren aktivierte Objekt- 

10 titger aus Glas; (Surmodics, Eden, Prairie, Minnesota, USA) aufgebracht 65 |xl OHgonu- 
kleotid-Lflsung wurden in die so gebildeten Reaktionskammern pipettiert, und die Kam- 
mern wurden durch Aufkleben eines Polyester-Deckblatts (MJ Research Inc., Watertown, 
Minnesota, USA) unter AusschluB von Luftblasen versiegelt. Die genaue Position der Re- 
aktionskammer wurde mit einem wasserfesten Filzschreiber auf der Unterseite der Slides 

15 gekennzeichnet. Die Bindung der Oligonukleotide via Aminolink an die Oberflache der 
aktivierten Slides fand tiber Nacht bei Raumtemperatur statt. Anschlieflend wurden die 
Kleberahmen entfernt und die Slides mit deionisiertem Wasser abgesptilt. Um verbliebene 
reaktive Gruppen zu inaktivieren, wurden die Slides fiir 1 5 Minuten in auf 50°C tempe- 
rierter Blockierungslflsung (50 raM Ethanolamin („Fluka": Sigma Aldrich Chemie GmbH, 

20 Seelze), 0,1 M Tris pH 9 („Fluka": Sigma Aldrich Chemie GmbH, Seelze), 0,1% SDS 
(„Fluka": Sigma Aldrich Chemie GmbH, Seelze) behandelt. Zur Entfernung nicht-kovalent 
gebundener Oligonukleotide wurden die Slides 5 Minuten in 800 ml 0,1 x SSC/0,1% SDS 
(vgl. Ausubel et al., Current Protocols in Molecular Biology (1999), John Wiley & Sons) 
gekocht. Die Slides wurden mit deionisiertem Wasser gewaschen und luftgetrocknet. 

25 

Beispiel 4: 

Plasmide pRNODCAB (enthalt Basen 982 bis 1491 des Transkripts von Ornithindecar- 
boxylase aus Ratte, AC-Nummer J04791, kloniert in Vektor pCR II (Invitrogen BV, 
Groningen, Niederlande) und pRNHPRT (enthalt Basen 238 bis 720 des Transkripts Hy- 

30 poxanthinphosphoribosyltransferase aus Ratte, AC-Nummer M63983, kloniert in Vektor 
pCR II (Invitrogen)) wurden linearisiert, indem je 1 ng Plasmid in einem Volumen von 20 
jil lx Restriktionspufifer H (,Jloche Molecular Biochemicals u : Roche Diagnostics GmbH, 
Mannheim) mit je 5 U der Restriktionsenzyme Bgltt und Seal (Roche Molecular Bioche- 
micals) ftir 1,5 Stunden bei 37°C inkubiert wurde. AnschlieBend wurde eine Amplifikation 

35 der Vektor-Inserts vorgenommen, indem je 1 \il der RestriktionsansStze in einem Volumen 
von 100 nl PCR-Puffer n (Perkin-Elmer, Foster City, California, USA)mit 4 \il 10 mM 
Primer T7 (5 '-TAATACGACTCACTATAGG-3 SEQ ID NO: 10), 4 \xl 10 mM Primer 
M13 (5 '-CAGGAAACAGCGATGAC-3 ', SEQ ID NO: 8) (ARK), 4 \xl 50 mM MgCl 2 
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GJPluka": Sigma Aldrich Chemie GmbH, Seelze), 5 nl Dimethylsulfoxid („Fluka": Sigma 
Aldrich Chemie GmbH, Seelze), 1 pi 10 mM dNTPs (Roche Molecular Biochemicals), 
und 1 |il AmpliTaq DNA Polymerase (5u/jxl; Perkin-Elmer) versetzt wurde. AnschlieBend 
wurden die Reaktionen in einem Gene Amp 9700 Thermocycler (Perkin-Elmer) einem 

5 Temperatuiprogramm bestehend aus 20 Zyklen Denaturierung flir 20 Sekunden bei 95°C, 
Primerannealing ftlr 20 Sekunden bei 55°C und Primerextension flir 2 Minuten bei 72°C 
unterworfen. Die Amplifikationsprodukte wurden elektrophoretisch auf einem 1 ,5% Aga- 
rosegel auf ihre richtige GroBe hin untersucht. Zur Entfemung uninkorporierter Primer 
wurden die Reaktionen mittels QiaQuick-Saulen (Qiagen AG, Hilden) gemfiB den Anga- 

10 ben des Herstellers gereinigt und in 50 nl deionisierten Wassers eluiert. 

Beispiel 5: 

Amplification 

Zur Befestigung von in Beispiel 2 vorbereiteten Nukleinsfiuren an Glastragem wurden An- 
15 nealing-Mischungen aus je 1 pi unverdttnnter oder in parallelen Ans&tzen 1 : 10, 1 : 100 bzw. 
1:1000 mit Wasser verdtlnnter Amplifikationsprodukt-Lflsungen, je 4 pi 50 mM MgCl 2 - 
LSsung, je 1 pi Rinderserumalbumin (20 mg/ml; Roche Molecular Biochemicals), je 5 jjiI 
Dimethylsulfoxid, je 1 jal 10 mM dNTPs und je 1 pi AmpliTaq in einem Gesamtvolumen 
von je 100 pi lx PCR-Puffer II hergestellt. Unter Beachtung der Filzschreiber- 
20 Markierungen auf der Slide-Unterseite wurden Frame-Seal-Kammern in den zur Oligonu- 
kleotid-Beschichtung verwendeten Positionen auf die in Beispiel 1 vorbereiteten Slides 
aufgebracht. Dann wurden je 65 pi der Annealing-Mischungen in die Reaktionskammern 
pipettiert und die Kammern wie oben versiegelt. Die Slides wurden auf den Heizblock ei- 
nes UNO II-in situ-Thermocyclers (Biometra biomedizinische Analytik GmbH, GSttingen) 
25 gelegt, mit einem Polster aus Papiertttchem abgedeckt und mittels des hflhenverstellbaren 

• 

Heizdeckels an den Heizblock gepreBt. Zum Annealing und der nachfolgenden Primerex- 
tension kam folgendes Temperaturprogramm zur Anwendung: Denaturierung 30 Sekunden 
bei 94°C, Annealing 10 Minuten bei 55°C, Primerextension 1 Minute bei 72°C. Nach er- 
folgter Reaktion wurden die Reaktionskammern entfernt und die Slides wurden mit deioni- 

30 siertem Wasser abgespQlt Zur Entfemung der nicht-kovalent gebundenen Strange wurde 1 
Minute in 800 ml 0,lx SSC/0,1% SDS gekocht, die Slides mit Wasser abgespQlt und luft- 
getrocknet Um eine kompartimentierte Amplifikation der an den TrSger gebundenen Nu- 
kleinsauremolekttle vorzunehmen, wurden erneut an den zuvor gewfihlten Positionen Re- 
aktionskammern aufgebracht und 65 |xl einer Amplifikationsmischung aufgetragen, zu- 

35 samraengesetzt wie folgt: 4 \il 50 mM MgCl 2 , 1 jil Rinderserumalbumin (20 mg/ml), 5 \il 
Dimethylsulfoxid, 1 nl AmpliTaq (5 U/jil), 1 pi 10 mM dNTPs, in 100 nl lx PCR-Puffer 
n. Nach Versiegelung der Kammern wurde auf dem in situ-Thermocycler folgendes Tem- 
peraturprogramm angewendet: Denaturierung 20 Sekunden bei 93 °C, Primerannealing 
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20 Sekunden bei 55°C, Extension 1 Minute bei 72°C, fflr 50 Zyklen. Nach beendeter Am- 
plifikation wurden die Kammern entfemt und die Slides mit Wasser abgespiilt und luftge- 
trocknet. Zur Detektion der durch kompartimentierte Amplifikation entstandenen klonalen 
Inseln wurden 40 \xl SYBR Green I-Uisung (Molecular Probes; LOsung 1:10.000 in Was- 

5 ser) auf die Slides pipettiert und mit Deckglasera #2 (MJ) abgedeckt. Die Detektion er- 
folgte auf einem konfokalen Mikroskop TCS-NT (Leica Microsystems Heidelberg GmbH, 
Heidelberg) bei einer Anregungswellenlfinge von 488 nm und einer Detektionswellenlfinge 
von 530 nm. Es konnten klonale Inseln kompartimentiert amplifizierter Nukleinsauremole- 
kttle detektiert werden, die sich in einer Zufallsanordnung ttber die Slideoberflfiche im Be- 

10 reich der Reaktionskammern verteilten (vergl. Fig. 8). Im Bereich von Reaktionskammem, 
in denen als Negativkontrolle entweder keine Oligonukleotide an den Trtiger gebunden 
worden waren oder in denen die Amplifikationsreaktion ohne vorherige Hybridisierung 
von Template-MolekUlen vorgenommen worden war, wurden hingegen keine von klonalen 
Inseln stammende Signale detektiert. Weiterhin zeigte der Vergleich der Slide-Oberflftchen 

15 im Bereich von Reaktionskammern, in denen unterschiedliche Konzentrationen von Tem- 
plate eingesetzt worden war, eine klare Abhangigkeit der Anzahl gebildeter klonaler Inseln 
von der Menge an eingesetzten Molektllen. 

Beispie! 6: 

20 Zur Identifikation der Nukleinsfiuremolektile in den detektierten klonalen Inseln wurden 
die Slides nach der Detektion der mittels SYBR Green angeffirbten doppelstrtogigen DNA 
1 0 Minuten in Wasser entffirbt. Dann wurden erneut Reaktionskammern an den gleichen 
Positionen wie zuvor aufgeklebt und eine Restriktionsmischung, bestehend aus 12 \il lOx 
. Universal buffer (Stratagene GmbH, Heidelberg), 1 \x\ Rindersenimalbumin, 3 \il Restrik- 

25 tionsendonuklease Mbol (1 U/fil; Stratagene) und 64 ^1 Wasser, hinzupipettieit Zur Re- 
striktion der Nukleinsauremolekttle mittels der internen Mwl-Schnittstelle wurde 1,5 h bei 
37°C inkubiert, dann wurden die Reaktionskammern entfernt und die Slides mit Wasser 
gewaschen. Die nicht kovalent an den GlastrBger gebundenen Strangfragmente wurden 
duch Denaturierung ftir 2 Minuten in 800 ml kochendem 0,lx SSC/0,1% SDS entfernt 

30 Nach erneutem Waschen in Wasser und Lufttrocknung wurden neue Reaktionskammem 
aufgebracht Pro Hybridisierungsexperiment wurde eine Hybridisierungsldsung aus 8 \il 
lOx PCR-Puffer II, 3^ nl 50 mM MgCl 2 , 2 nl 100 pmol/fil Oligonukleotidsonde Cy5- 
HPRT (5 '-Cy5-TCTAC AGTCATAGGAATGG ACCTATCACTA-3 SEQ ID NO: 3; 
ARK), 2 [xl 100 pmol/nl Oligonukleotidsonde Cy3-ODC (5'-Cy3- 

35 ACATGTTGGTCCCCAGATGCTGGATGAGTA-3 SEQ ID NO: 2) und 65 |il Wasser 
hergestellt. Ffir jedes Hybridisierungsexperiment wurden 65 \xl hiervon in die jeweilige 
Reaktionskammer gegeben und 3 Stunden bei 50°C hybridisiert. Nach Beendigung der 
Hybridisierung wurden die Reaktionskammem entfernt und die Slides 5 Minuten bei 
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Raumtemperatur in 30 ml 0,lx SSC/0,1% SDS gewaschen. Die Slides wurden kurz mit 
destilliertem Wasser abgesplllt, luftgetrocknet und zur Detektion eingesetzt. Die Detektion 
erfolgte wie oben mit Hilfe eines konfokalen Lasermikroskops. Als Anregungswellenlan- 
gen wurden 568 nm und 647 nm verwendet, nachgewiesen wurden Signale bei 600 nm und 
5 bei 665 nm. Es konnte gezeigt werden, daB die zuvor mit SYBR Green detektierten klona- 
len Inseln zum Teil durch die Sonde Cy3-ODC und zum Teil durch die Sonde Cy5-HPRT 
detektiert wurden. 

Beispiel 7: 

10 Expressionsanalyse durch hochparallele Sequenzierung von NuWeins&uremolekttlen 

Die in Beispiel 1 erhaltenen Ligationsprodukte wurden 1:1000 mit Wasser verdttnnt und 1 
jil dieser Verdtinnung wie in Beispiel 5 beschrieben fiir 50 Zyklen kompartimentiert ampli- 
fiziert. Hierfilr wurden wie beschrieben mit den Amplifikationsprimern Amino-CP28V (5'- 
Amino-ACCTACGTGC AGA 1 1111111 ITITTTTV-3', Abfolge der Nukleotide gemSB 

15 SEQ ID NO: 1) und Amino-ML20 (5'-Amino-TCACATGCTAAGTCTCGCGA-3 ', Ab- 
folge der Nukleotide gemafi SEQ ID NO: 5) beschichtete Glasslides verwendet. Zur ein- 
seitigen Abldsung der Amplifikationsprodukte vom Trfcger wurde die Amplifikationsmi- 
schung durch eine Restriktionsmischung ersetzt, bestehend aus 12 \xl lOx Universal buffer 
(Stratagene), 1 \il Rindersenimalbumin, 4 nl Restriktionsendonuklease Mbol, in einem 

20 Endvolumen von 65 \il Nach Inkubation bei 37°C fiir 2 h wurde die Restriktionsmischung 
ersetzt durch eine Dephosphorylierungsmischung aus 1 U alkalischer Phosphatase aus ark- 
tischen Krabben (Amersham) in 65 \il des mitgelieferten Reaktionspuffers. Nach Inkubati- 

■ 

on fiir 1 Stunde bei 37°C und Inaktivierung fiir 15 Minuten bei 65°C wurden Reaktions- 
kammern und die Dephosphorylierungsmischung entfernt, die Slides grflndlich mit destil- 

25 liertem Wasser gewaschen, emeut Reaktionskamraern aufgebracht und mit 65 jil einer Li- 
gationsmischung geftillt, bestehend aus 3 U T4 DNA-Ligase (Roche Diagnostics) und 
500 ng am 5*-Ende phosphoryliertem Hairpin-Sequenzierprimer SLP33 (5'- 
TCTTCGAATGCACTGAGCGCATTCGAAGAGATC-3 SEQ ID NO: 9) in 65 ^1 des 
mitgelieferten Ligationspuffers. Es wurde 14 Stunden bei 16°C ligiert, dann wurden Liga- 

30 tionsmischung und Reaktionskammern entfemt. Zur Entfemung der nicht kovalent an den 
Glastrfiger gebundenen Strangfiragmente wurde fiir 2 Minuten in 800 ml kochendem 0,1 x 
SSC/0,1% SDS behandelt und mit destilliertem Wasser nachgewaschen. Zur Herstellung 
geeigneter entschOtzbarer Abbruchnukleotide wurden dATP, dCTP, dGTP und dTTP (Ro- 
che Molecular Biochemicals) an ihrer 3'-OH-Gruppe mit 4-Aminobuttersaure verestert. 

35 Diese Derivate wurden mit den Fluoreszenzgruppen FAM (dATP, dCTP) und ROX 
(dGTP, dTTP) markiert (Molecular Probes Inc., Eugene, Oregon, USA). Zur parallelen 
Bestimmung der ersten Base wurden emeut Reaktionskammern auf die Slides aufgebracht 
und eine Primerextensionsmischung aus 1 mM FAM-dATP, 1 mM ROX-dGTP und 2 U 
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Sequenase (United States Biochemical Corp., Cleveland, Ohio, USA) in 65\il Reakti- 
. onspuffer (40 mM Tris-HCl pH 7,5, 20 mM MgCl 2 , und 25 mM NaCl) eingeftllt. Nach 
Inkubation bei 37°C filr 5 Minuten wurde mit ReaktionspufFer gewaschen und auf dem 
Laserscanningmikroskop detektiert. Anregungswellenlflngen waren 488 nm und 568 nm, 

5 detektiert wurde bei 530 nm und bei 600 nm. Nach der Detektion wurde emeut Primerex- 
tensionsmischung zugegeben, welche nun die tibrigen beiden markierten Nukleotide, 
FAM-dCTP und ROX-dTTP, enthielt. Nach erfolgter Inkorporation wurde erneut gewa- 
schen und detektiert, und die Schutzgruppen wurden durch enzymatische Spaltung ent- 
fernt. Hierzu wurde mit 5 mg/ml Chirazyme L Lipase (Roche Diagnostics) in 100 mM 

10 Kaliumphosphatpuffer pH 9 ftir 1 h bei 35°C behandelt. Anschliefiend wurde die Sequen- 
zierung wie oben beschrieben fUr 1 5 weitere Zyklen durchgefuhrt. 
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Patentansprtiche 

1 . Verfi ahrcn zur parallelen Sequenzierung von mindestens zwei verschiedenen in einem 
Nukleinsauregemisch enthaltenen Nukleinsfiuren, wobei 

(a) eine Oberflache bereitgestellt wird, aufweisend Inseln von Nukleinsauren jeweils 
gleicher Sorte, tertifire Nukleinsauren; 

(b) Gegenstrange der tertifiren Nukleinsfiuren, GTN, bereitgestellt werden; 

(c) die GTN urn ein Nukleotid verlangert werden, wobei 

- das Nukleotid an der 2'-OH-Position oder an der 3'-OH-Position eine Schutz- 
gruppe tragt, die eine weitere Verlangerung verhindert, 

- das Nukleotid eine MolekUlgruppe tragt, die die Identifikation des Nukleotids 
ermdglicht; 

(d) das eingebaute Nukleotid identifiziert wird; 

(e) die Schutzgnippe entfernt wird und die zur Identifikation verwendete MolekUl- 
gruppe des eingebauten Nukleotids entfernt oder verSndert wird, und 

(f) Schritt (c) und nachfolgende Schritte solange wiederholt werden, bis die ge- 
wtinschte Sequenzinformation erhalten worden ist. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, wobei im Schritt (a) 

(al) eine Oberflache bereitgestellt wird, an welche mindestens Primermolekule 
eines ersten Primers und eines zweiten Primers und gegebenenfalls ein Nu- 
kleinsauregemisch umfassend die Nukleinsauremolektile, mit welchen beide 
Primer hybridisieren kflnnen, irreversibel immobilisiert worden sind, wobei 
beide Primer em Primerpaar bilden; 

(a2) Nukleinsauremolekule des Nukleinsauregemischs mit einem oder mit bei- 
den Primern desselben Primerpaares hybridisiert werden; 

(a3) die irreversibel immobilisierten Primermolekdle komplementar zum Ge- 
genstrang unter Bildung von sekundaren Nukleinsauren verlangert werden; 

(a4) die Oberflache in einer von Nukleinfiuremolekttlen, die nicht durch irrever- 
sible Immobilisierung an die Oberflache gebundenen sind, befreiten Form 
bereitgestellt wird; 

(a5) die sekundaren Nukleinsauren unter Bildung von tertiaren Nukleinsfiuren 
amplifiziert werden; 

3. Verfahren nach Anspruch 2, wobei im Schritt (a 1) 
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eine Oberfllche, an welche mindestens ein Primerpaar bildende Primermo- 
lekttle irreversibel immobilisiert wurden, bereitgestellt wird. 

4. Verfahren nach einem der Ansprttche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB in Schritt 
(al) Primer oder Nukleins&uremolekttle mit flankierenden Sequenzabschnitten ver- 
wendet werden, die selbstkomplementMre Bereiche aufweisen. 

5. Verfahren nach einem der Ansprttche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB in Schritt 
(b) die tertiflren Nukleinsauren durch eine Restriktionsendonuklase geschnitten werden 
bevor an die auf diese Weise generierten Enden Oligonukleotide, die zur Ausbildung 
einer Hairpinstruktur fihig sind, ligiert werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB die zur Ausbildung einer 
Hairpinstruktur befihigten Oligonukleotide einzelstrSngig sind. 

7. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB die zur Ausbildung einer 
Hairpinstruktur befthigten Oligonukleotide doppelstrfingig sind. 

8. Verfahren nach einem der Ansprttche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB in Schritt 
(b) einzelstrangige Oligonukleotide, die zur Ausbildung einer Hairpinstruktur fHhig 
sind, an tertiare Nukleinsauren hybridisiert werden, bevor tertiare Nukleinsauren und 
vorgenannte einzelstangige Oligonukleotide ligiert werden, 

9. Verfahren nach einem der Ansprttche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB in Schritt 

(b) einzelstrangige Oligonukleotide, die zur Ausbildung einer Hairpinstruktur fahig 
sind, mit tertiSren Nukleinsauren durch Ligation verknttpft werden. 

1 0. Verfahren nach einem der Ansprttche 2 bis 9 dadurch gekennzeichnet, daB in Schritt 
(al) die Primeimolekttle durch Ausbildung einer kovalenten Bindung an eine Oberfla- 
che irreversibel immobilisiert werden. 

1 1. Verfahren nach einem der Ansprttche 1 bis 10, dadurch gekennzeichnet, daB in Schritt 

(c) die Base die MolekQlgruppe tr§gt, die die Identifikation des Nukleotids ermSglicht. 

12. Verfahren nach einem der Ansprttche 1 bis 1 1, dadurch gekennzeichnet, daB in Schritt 
(c) die Schutzgruppe die Molekttlgruppe trflgt, die die Identifikation des Nukleotids 
ermdglicht 
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13. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB in Schritt 
(c) das Nukleotid an der 3'-OH-Position die Schutzgruppe trftgt. 

14. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB in Schritt 
(c) das Nukleotid an der 2*-OH-Position die Schutzgruppe trSgt. 

15. Verfahren nach einem der AnsprQche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB in Schritt 
(c) die Schutzgruppe eine spaltbare Ester-, Ether-, Anhydrid- oder Peroxid-Gruppe 
aufweist. 

16. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB in Schritt 
(c) die Schutzgruppe ttber eine Sauerstoff-Metall-Bindung mit dem Nukleotid verbun- 
den ist. 

17. Verfahren nach Anspruch 16, dadurch gekennzeichnet, daB in Schritt (e) die Entfer- 
nung der Schutzgruppe durch ein komplexbildendes Ion, vorzugsweise durch Cyanid, 
Thiocyanat, Fluorid oder Ethylendiamintetraacetat erfolgt. 

18. Verfahren einem der AnsprQche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, daB in Schritt (e) 
die Schutzgruppe photochemisch abgespalten wird. 

1 9. Verfahren nach einem der Anspruche 1 bis 1 8, dadurch gekennzeichnet, daB in Schritt 
(c) die Schutzgruppe einen Fluorophor aufweist und in Schritt (d) das Nukleotid fluo- 
rometrisch identifiziert wird. 
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SEQUENZ PROTOKOLL 
<110> BASF-LYNX Bioscience AG 

<120> Neue Verfahren zur parallelen Sequenzierung eines 
Nukleinsauregemisches an einer Oberfiache 

<130> BL60923PC 

<140> 
<141> 

<150> 19962893.9 
<151> 1999-12-23 

<150> 10051564.9 
<151> 2000-10-18 

<160> 10 

<170> Patent In Ver. 2.1 

<210> 1 
<211> 32 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der ktinstlichen Sequenz: 

synthetisches Oligonukleotid unter der 
Bezeichnung CP28V 

<400> 1 

acctacgtgc agattttttt tttttttttt tv 32 



<210> 2 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kttnstlichen Sequenz: 

Oligonukleotidsonde unter der Bezeichnung Cy3-ODC 
der Firma ARK Scientific, Darmstadt 

<220> 

<221> miscjoinding 
<222> (1) 

<223> ein Cy3-Fluorophor ist an den 5 '-Terminus des 
Molektils gebunden 



<400> 2 

acatgttggt ccccagatgc tggatgagta 



30 
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<210> 3 
<211> 30 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: 

Oligonukleotidsonde Cy5-HPRT der Firma ARK 
Scientific, Darmstadt 

<220> 

<221> misc_binding 
<222> (1) 

<223> ein Cy5-Fluorophor ist an den 5' -Terminus des 
MolekUls gebunden 

' <400> 3 
tctacagtca taggaatgga cctatcacta 
30 



<210> 4 
<211> 17 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: 

hypothetische Sequenz zur Veranschaulichung in 
Fig. 2 Stufe 1 der Anmeldung 

<400> 4 

ctagcctgac tgcatgc 17 



<210> 5 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: 

Oligonucleotid ML20 der Firma ARK Scientific, 
Darmstadt, Edukt bei der Herstellung des Linkers 
ML2025 

<400> 5 

tcacatgcta agtctcgcga 20 



<210> 6 
<211> 51 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
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<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: 

hypothetische Sequenz zur Verdeutlichung von Fig, 
2 Stufe 4 der Anmeldung 

<400> 6 

ctagcctgac tgcatgctct tcgaatgcac tgagcgcatt cgaagagcat g 51 

<210> 7 
<211> 25 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: 

Oligonucleotid LM25 der Firma ARK Scientific, 
Darmstadt, Edukt bei der Herstellung des Linkers 
ML2025 

<400> 7 

gatctcgcga gacttagcat gtgac 25 

<210> 8 
<211> 17 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kOnstlichen Sequenz; 

Oligonukleotid unter dem Namen M13, Firma ARK 
Scientific, Darmstadt 

<400> 8 

caggaaacag cgatgac 17 

<210> 9 
<211> 33 
<212> DNA 

<213> KUnstliche Sequenz 
<220> 

<223> Beschreibung der kUnstlichen Sequenz: 
Hairpin-Sequenzierprimer 

<400> 9 

tcttcgaatg cactgagcgc attcgaagag ate 33 

<210> 10 
<211> 19 
<212> DNA 
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<213> Kttnstliche Sequenz 
<22Q> 

<223> Beschreibung der kttnstlichen Sequenz: 

Oligonukleotid unter der Bezeichnung T7 der Firraa 
ARK Scientific, Darmstadt 

<400> 10 

taatacgact cactatagg 19 
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